Estudio del efecto de testosterona y género sobre el crecimiento de células endoteliales humanas by Clavería Valdes, Aaron Isaac et al.
	   1	  
 
 
 
 
UNIVERSIDAD ANDRÉS BELLO 
Facultad de Medicina 
Escuela de Tecnología Médica 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Estudio del efecto de testosterona y género sobre el crecimiento de 
células endoteliales humanas 
 
Unidad de investigación de pregrado para optar al título de Tecnólogo Médico 
 
 
 
 
 
Autores: 
Aaron Isaac Clavería Valdes, Nicolás Ismael Durán Jeldres,                                   
Diego Osvaldo Saavedra Cid 
Profesor tutor: Dr. Alejandro Samuel Godoy Sánchez 
 
 
 
 
 
 
Santiago de Chile, 2014 
	   2	  
AGRADECIMIENTOS  
 
 
 
     La presente Unidad de Investigación es un esfuerzo en el cual, directa o 
indirectamente, participaron varias personas leyendo, opinando, corrigiendo, dando 
ánimo, compartiendo su experiencia y conocimiento pacientemente con nosotros. 
 
     Agradecemos muy especialmente al Dr. Alejandro Godoy Sánchez y a la Dra. 
Loreto Veliz García por haber confiado en nosotros y habernos hecho parte de este 
gran equipo de trabajo, que está compuesto por la Dra. Daniela Carreño Bustos, 
Catalina Garay Romero Licenciada en Biología, Verónica Torres Estay Bioquímica y 
Jonathan Barra Castro Médico Veterinario. Ya que esta Unidad de Investigación no 
habría sido posible sin la colaboración de cada uno de estos grandes profesionales. 
 
     Agradecemos también enormemente a la Licenciada en Tecnología Médica 
Nicole Acevedo Villota por su cooperación, trabajo, amistad, amor y voluntad a lo 
largo de esta investigación. 
 
     Nuestro mayor agradecimiento va dirigido a nuestras familias, las cuales 
incondicionalmente nos han apoyado a lo largo de toda nuestra vida y carrera. Sin 
duda, nada de esto sería posible sin este gran respaldo. 
 
     Esta Unidad de Investigación es parte del proyecto “Role of adrenal androgen in 
human prostate vasculature” 2013, N° 11351, el cual es financiado por el Fondo 
Nacional de Desarrollo Científico y Tecnológico (FONDECYT). 
 
 
 
 
 
 
 
	   3	  
1. ÍNDICE  
 
	  
2. RESUMEN ............................................................................................................... 6 
3. INTRODUCCIÓN ................................................................................................... 7 
4. MARCO TEÓRICO ................................................................................................. 9 
4.1 Cáncer de próstata. ............................................................................................. 9 
4.2 Los Andrógenos. ............................................................................................... 10 
4.3 El receptor de andrógenos. ............................................................................... 11 
4.4  Célula endotelial .............................................................................................. 13 
4.5 Angiogénesis .................................................................................................... 15 
4.6 HUVECs y Biomarcadores ............................................................................... 16 
5. HIPÓTESIS ............................................................................................................ 19 
6. OBJETIVO GENERAL ......................................................................................... 19 
7. OBJETIVOS ESPECIFICOS ................................................................................. 19 
8. MATERIALES Y MÉTODOS .............................................................................. 20 
8.1: Tipo de estudio. ............................................................................................... 20 
8.2: Lugar de realización. ....................................................................................... 20 
8.3 Muestra: Definición, criterios de inclusión y exclusión, método de selección. 20 
8.4: Definición de variables a estudiar. .................................................................. 21 
8.4.1 Identificación de marcadores endoteliales para caracterizar el tipo de 
células en estudio. ............................................................................................... 21 
8.4.2 Medición de crecimiento endotelial ........................................................... 22 
8.4.3 Medición de crecimiento endotelial con testosterona ................................ 22 
8.5 Metodología Empleada, recolección de información. ...................................... 22 
	   4	  
8.5.1 Consentimiento informado, certificado de bioetica PUC y Acta de 
aprobacion etica FONDECYT. ........................................................................... 22 
8.5.2 Reactivos. ................................................................................................... 29 
8.5.3 Aislamiento y cultivo de HUVECs. ........................................................... 29 
8.5.4 Extracción de RNA. ................................................................................... 32 
8.5.5 Transcripción Inversa para PCR ................................................................ 32 
8.5.6 Caracterización de HUVECs mediante RT-PCR. ...................................... 33 
TABLA 1. Secuencias partidores utilizados para RT-PCR ................................ 34 
8.5.7 Caracterización de HUVECs por medio de Inmunofluorescencia. ........... 34 
8.5.8 Análisis de Doubling Time. ....................................................................... 35 
8.5.9 Análisis de proliferación por método de exclusión de azul tripán. ............ 36 
8.5.10 Análisis de proliferación en presencia de Andrógeno. ............................ 36 
8.6 Método estadístico de análisis de la información. ............................................ 37 
9. RESULTADOS ...................................................................................................... 38 
9.1 Caracterización de HUVECs en cultivo ........................................................... 38 
9.2 Caracterización de HUVECs mediante RT-PCR ............................................. 38 
9.3 Caracterización de HUVECs mediante IF ........................................................ 39 
9.4 Análisis de proliferación ................................................................................... 40 
9.5 Análisis de presencia del AR en HUVECs ....................................................... 40 
9.6 Análisis de proliferación de HUVECs femeninas y masculinas en presencia de 
Testosterona ............................................................................................................ 41 
9.7 FIGURAS ......................................................................................................... 42 
Figura 4. Imágenes de HUVECs en cultivo ........................................................... 42 
Figura 5. Caracterización de HUVECs mediante RT-PCR. ................................... 43 
Figura 6. Validación de anticuerpos para células endoteliales. .............................. 44 
Figura 7. Caracterización de HUVECs mediante Inmunofluorescencia. ............... 45 
	   5	  
Figura 8. Análisis de crecimiento celular ............................................................... 46 
Figura 9. Presencia de AR en HUVECs de sexo femenino y masculino. .............. 47 
Figura 10. Curvas de crecimiento celular en HUVECs ante la presencia de T. ..... 48 
10. DISCUSIÓN ........................................................................................................ 49 
10.1 Caracterización de HUVECs .......................................................................... 49 
10.2 Proliferación de HUVECs en presencia de Testosterona ............................... 50 
10.2 Crecimiento celular en ausencia de Testosterona. .......................................... 51 
10.3 Crecimiento de HUVECs femeninas .............................................................. 51 
11. CONCLUSIÓN .................................................................................................... 52 
12. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................. 53	  
	  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	   6	  
2. RESUMEN 
 
 
 
     La terapia de deprivación de andrógenos (ADT) es el tratamiento estándar para el 
cáncer de próstata (CaP). Durante la ADT los niveles séricos de testosterona (T) 
disminuyen en aproximadamente un 95%. Luego de la ADT, la vasculatura del tejido 
prostático experimenta una rápida y aguda desestabilización. Esto sugiere que las 
células endoteliales (ECs) de próstata pudiesen representar células blanco para el 
efecto de andrógenos. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto que tiene la 
T sobre el crecimiento de células endoteliales humanas. En este estudio se utilizó 
como modelo biológico, células endoteliales aisladas de vena umbilical humana 
(HUVECs). Con el objetivo de caracterizar nuestro modelo de estudio, se evaluó 
expresión de los marcadores de células endoteliales CD31, CD34, vWF, ICAM y 
VEGFA, mediante inmunofluorescencia y PCR. Se estudió el efecto de testosterona 
sobre la capacidad proliferativa y de muerte celular mediante el método de exclusión 
con azul de tripán. Se observó que el comportamiento proliferativo de las células 
HUVEC provenientes de cordones umbilicales femeninos y masculinos varía en 
presencia de testosterona en el medio. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que 
el crecimiento de las células endoteliales es independiente del sexo y a la vez 
depende de la presencia de testosterona. 
 
Palabras clave: HUVECs, testosterona, género.  
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3. INTRODUCCIÓN 
 
 
 
     Los andrógenos cumplen un rol importante en la fisiología de la próstata, 
relacionado con diversas respuestas asociadas a proliferación y/o apoptosis de la 
vasculatura humana. Por lo tanto, nuestra investigación fue dirigida específicamente 
al estudio de las ECs. Una de las razones que incentivan esta investigación, es que se 
ha demostrado la expresión del receptor de andrógenos (AR) en células endoteliales 
de diferentes tejidos humanos. (Godoy et al., 2008). Por lo tanto, nuestro interés fue 
comprender el papel que cumplen los andrógenos, específicamente la T, en la 
homeostasis de las ECs. 
 
     Estudios que se han realizado en nuestro laboratorio muestran el rol de las 
enzimas que participan en el metabolismo del eje androgénico sobre ECs de distinto 
sexo y que han mostrado diferencias significativas entre ellas ante la presencia y 
ausencia de andrógenos. Existe evidencia de que la incidencia de enfermedades 
vasculares y cardiovasculares es mayor en hombres que en mujeres pre-
menopáusicas, por lo que se planteó en un primer momento que los andrógenos 
masculinos promovían la aterosclerosis y los estrógenos promovían un efecto 
protector. Sin embargo, la evidencia clínica de los últimos años ha ido en la dirección 
contraria. Como ejemplo, la terapia de reemplazo hormonal en mujeres es 
controversial en la relación riesgo/beneficio y se ha demostrado que niveles bajos de 
andrógenos, específicamente de T pueden estar asociados con hipertensión, diabetes 
y procesos de aterosclerosis avanzada en hombres (Ikeda et al., 2009; Yeap, 2014). 
Además, la administración de T por periodos cortos a hombres con enfermedad 
coronaria arterial reduce la isquemia miocardial y mejora la función vasomotora 
endotelial (Rosano, Cornoldi, & Fini, 2005).  
 
     Considerado los resultados y controversias que existen en la literatura hoy en día, 
surgen las siguientes interrogantes: ¿La testosterona regula el crecimiento de las 
ECs? ¿Esta regulación es dependiente o independiente del sexo del cual provengan?. 
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Conociendo las respuestas a estas interrogantes, se podrá contribuir a un mejor 
diagnóstico, pronóstico y tratamiento de ciertas patologías.  
 
     Por lo tanto, basándonos en los antecedentes antes descritos, en esta unidad de 
investigación se estudió el modelo de ECs provenientes de vena umbilical humana 
(HUVECs, del inglés Human Umbilical Vein Endothelial Cells). Estas células son un 
modelo biológico adecuado para comprender el comportamiento de la vasculatura 
humana frente a terapias de deprivación androgénica. 
 
     Nuestro  objetivo principal fue analizar el efecto que tiene la T sobre las ECs. 
Este objetivo está relacionado con nuestra  hipótesis, que está dirigida a que la T 
modula el crecimiento o proliferación de las células endoteliales, de manera 
simétrica en ambos sexos. Para lograr este objetivo fue necesario caracterizar nuestro 
modelo biológico a través de distintos biomarcadores endoteliales y de proteínas 
específicas. Para caracterizar nuestro modelo biológico se utilizaron técnicas de RT-
PCR como método cualitativo, con partidores específicos para evaluar expresión de 
RNA mensajero que transcriben ciertas proteínas tales como CD31, CD34,  vWF, 
ICAM, VEGFA y GAPDH. Además, la validación se llevó a cabo por medio de 
técnicas inmunohistoquímicas (IHQ), utilizando anticuerpos específicos para CD34, 
CD31, vWF. Una vez validados los marcadores se realizó una caracterización por 
medio de IF. 
 
     Una vez caracterizado nuestro modelo biológico, determinamos la fase 
logarítmica en una curva de crecimiento en un tiempo determinado. Una vez 
obtenida esta información,  observamos el crecimiento celular frente a un medio en 
presencia y ausencia de T en concentraciones fisiológicas, y a partir de HUVECs 
femeninas y masculinas.  
 
     Esta unidad  se realizó en las dependencias de la Pontificia Universidad Católica 
de Chile (PUC), en el departamento de Fisiología  de la Facultad de Ciencias 
Biológicas. 
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4. MARCO TEÓRICO 
 
 
 
4.1 Cáncer de próstata. 
 
 
 
     La próstata es una glándula exocrina accesoria del sistema reproductor masculino 
que está situada frente al recto, debajo de la vejiga, y rodeando la uretra. Su función 
es la secreción de varios componentes del fluido seminal. Cuando se trata de un 
cuadro patológico, ya sea hiperplasia prostática (HPB) o carcinoma prostático (CaP) 
se correlaciona directamente con un importante papel que puedan cumplir los 
andrógenos en este tipo de cuadros (De Marzo, Nakai, & Nelson, 2007).  Por más de 
60 años se ha utilizado la terapia de deprivación de andrógenos (ADT) como 
principal pilar terapéutico en este tipo de pacientes (Miyamoto, Messing, & Chang, 
2004). Sin embargo, se ha demostrado que al utilizar ADT, la respuesta, el alcance y 
la duración del efecto de la terapia, varía según el paciente y la modalidad del 
tratamiento (Kanimoto & Okada, 1991; Oesterling, 1994; Tempany, Partin, 
Zerhouni, Zinreich, & Walsh, 1993). Además, en pacientes con CaP, la ADT induce 
una recurrencia en el 80% de los casos dentro de 12 a 18 meses de tratamiento 
(Janoff et al., 2005; Kantoff, 2005). Esto también fue demostrado en modelos 
animales e in-vitro. Esto corresponde a datos publicados de nuestro laboratorio, en el 
cual se demostró que la involución de la próstata vascular fue inducida por la 
deprivación de andrógenos en xenoinjertos primarios de tejido de próstata humano 
trasplantado a ratones en condición de inmunodeficiencia severa combinada (SCID), 
y que este efecto se correlacionó temporalmente con la inducción de la apoptosis de 
las células endoteliales de próstata (Godoy et al., 2011). Además se demuestra que 
posteriormente a la ADT y al efecto de apoptosis de ECs, ocurre una recuperación de 
la vasculatura prostática (Godoy et al., 2011).  También el grado de vascularización 
del tumor en el cáncer de próstata se correlaciona con la progresión de la enfermedad 
(Georgiou, Namdarian, Corcoran, Costello, & Hovens, 2008).  
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4.2 Los Andrógenos.  
 
 
 
     Los andrógenos son hormonas sexuales masculinas, cuya función principal es 
estimular el desarrollo de los caracteres sexuales. Son secretadas principalmente por 
las gónadas y  la glándula suprarrenal. Por lo tanto, en las mujeres también 
encontramos andrógenos, pero en cantidades más pequeñas. Los principales 
andrógenos circulantes son la dehidroepiandrosterona (DHEA) y la T.  DHEA es un 
andrógeno suprarrenal y corresponde al precursor de T, debido a que a través de 
procesos metabólicos, por la acción de la 3-? hidroxi-esteroide dehidrogensasa (3-
?HD),  DHEA se transforma en androstenediona. Luego, a partir de este andrógeno 
y por acción de la 17-?-hidroxiesteroide dehidrogensasa (17-?HD) se produce 
finalmente la T. Sin embargo, los principales andrógenos circulantes en el hombre 
son DHEA y T, siendo este último secretada por los testículos hacia la sangre donde 
viaja unida a la globulina fijadora de las hormonas sexuales (SHBG). Al llegar T 
libre a las células endoteliales de la próstata, esta difunde al interior de la célula y es 
convertida a dihidrotestosterona (DHT) por acción de la 5?-reductasa (Fig 1). DHT 
es la forma más activa del ligando y tiene mayor afinidad  por el AR que la T (100 
veces más) (Nevalainen et al., 1991). De esta manera sirve como mediador 
intracelular de la mayoría de los efectos de la hormona (Hara et al., 2013). 
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Figura 1. Producción de Testosterona y DHT a partir de DHEA.                   
 Los andrógenos adrenales circulantes, en la próstata pueden ser convertidos a T y 
androstenediona por una serie de reacciones que involucran a las enzimas de la 
familia 3?-hidroxi-esteroide deshidrogenasas (HSD3B), 17?-hidroxi-esteroide 
deshidrogenasas (HSD17B) y aldo-ceto reductasas (AKR1C). La T o 
androstenediona es convertida al potente andrógeno DHT por actividad de las 
enzimas 5?-reductasas (SRD5A) (Hara et al., 2013). 
 
 
 
 
4.3 El receptor de andrógenos. 
 
 
 
     El receptor de andrógenos (AR) es un factor de transcripción inducible por 
ligando, perteneciente a la superfamilia de receptores esteroides-tiroideos. AR tiene 
la capacidad de mediar los efectos biológicos de los andrógenos en procesos 
fisiológicos y patológicos (Bennett, Gardiner, Hooper, Johnson, & Gobe, 2010). En 
ausencia de ligando, la proteína AR se localiza exclusivamente en el citoplasma y 
forma complejos con las proteínas de shock térmico (HSPs “Heat-Shock proteins”). 
Cuando el andrógeno, ya sea T o DHT se une a este receptor, y dependiendo de la 
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afinidad de estos (DHT 100 veces mayor afinidad que T) se activa AR, y se disocia 
del complejo de proteínas HSPs, se dimeriza y se trasloca al núcleo (Fig. 2). Cuando 
AR es traslocado al núcleo, entonces actúa como un factor de transcripción. El 
complejo activo del AR y su ligando, en asociación con otros factores (co-
reguladores) se une como dímero a secuencias en el ADN, llamadas sitios ARE 
(elemento de respuesta a andrógenos) a través de unión directa.  De esta manera, 
regula la transcripción de genes como por ejemplo el antígeno prostático específico 
(PSA) y factores de crecimiento que pueden afectar al estroma y a las propias células 
endoteliales (Koryakina, Ta, & Gioeli, 2014; Matsumoto et al., 2013; Sampson, 
Neuwirt, Puhr, Klocker, & Eder, 2013).  
 
     La función de AR como un factor de transcripción se demostró a través de  
xenoinjertos primarios de tejido benigno de la próstata humana (HPEC) en ratones en 
condición de inmunodeficiencia severa combinada (SCID), sugiriendo un rol 
potencial de este receptor en la regulación de la función vascular prostática, ya sea 
homeostasis o angiogénesis (Godoy et al., 2008). 
  
 
Figura 2. Esquema de la vía de señalización del AR.                                                         
(Matsumoto et al., 2013). 
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     De esta manera la expresión de proteínas está controlada transcripcionalmente por 
el ligando unido a AR y por ARN pequeños. Este modo de regulación transcripcional 
representa la vía canónica o genómica de señalización androgénica. También se ha 
postulado una vía no genómica, la cual es independiente de la unión del andrógeno al 
receptor citosólico. Se cree que este efecto no genómico es más rápido y puede estar 
mediado por un receptor de membrana aún no identificado (Matsumoto et al., 2013). 
No obstante, reportes recientes describen un AR asociado a la membrana que ha sido 
propuesto para mediar estas acciones dependientes de andrógenos a través de una vía 
no genómica (Lamont & Tindall, 2011). 
 
     La expresión del AR ha sido descrita no solo en órganos de tejidos blancos 
clásicos, como el cerebro, órganos genitales, hueso, músculo esquelético y en el 
sistema cardiovascular, sino que también en miocitos cardiacos, células endoteliales, 
adipocitos y fibroblastos (Chang et al., 2013; Ikeda et al., 2009; Matsumoto et al., 
2013; Rana, Lee, Zajac, & Maclean, 2014). Por lo tanto, para determinar la expresion 
de AR en HUVECs de ambos sexos, se realizara un RT-PCR, con marcadores para el 
AR en ambos generos y se utilizara como control positivo la linea celular LNCaP y 
como normalizador GAPDH. La linea LNCaP corresponde a un tipo celular que se 
creo a partir de una lesion metastasica de adenocarcinoma prostatico humano. Estas 
son un modelo celular que crecen facilmente in vitro y que mantienen sus 
propiedades malignas de  LNCaP. Además esta linea celular expresa AR 
(Horoszewicz et al., 1983).  
      
 
 
 
4.4  Célula endotelial 
 
 
     Las células endoteliales y células musculares lisas, son componentes claves en los 
vasos sanguíneos y juegan un rol importante en la fisiología y patología vascular. La 
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homeostasis de la EC se refiere a los mecanismos de estabilización de los procesos 
fisiológicos. En este caso la EC está involucrada en procesos fisiológicos tales como 
formación de una superficie lisa que facilita el flujo laminar de la sangre y previenen 
la adherencia de las células sanguíneas, forman una barrera de permeabilidad para el 
intercambio de nutrientes entre el plasma y el intersticio celular, regulando al mismo 
tiempo el transporte de sustancias entre ambos, regulan la angiogénesis y el 
remodelado vascular, contribuyen a la formación y mantenimiento de la matriz 
extracelular, producen factores de crecimiento en respuesta al daño vascular, 
influyendo especialmente en la proliferación del músculo liso vascular, producen 
sustancias que regulan la agregación plaquetaria, coagulación y fibrinólisis, 
sintetizan y degradan diversas hormonas, participan en la respuesta inmune 
generando citoquinas que modulan la actividad de los linfocitos, liberan agentes que 
actúan de forma paracrina sobre las células musculares lisas adyacentes, regulando 
su contracción. 
 
     Por lo tanto, cualquier modificación en la fisiología de la célula endotelial, se 
puede traducir en anormalidades que afectan el crecimiento y funciones fisiológicas, 
tales como cambios de presión, angiogénesis, proliferación, etc. Se ha demostrado 
que estas células expresan AR funcional y son blanco de la acción hormonal (Liu et 
al., 2003), y que  podrían estar involucrados en la modulación de la homeostasis de 
las células endoteliales humanas. Se ha demostrado la expresión de AR en células 
endoteliales de próstata humana (HPEC), en muestras clínicas de HPB y CaP. Existe 
variada evidencia sobre el rol de los andrógenos en las células endoteliales. Autores 
han mostrado que la exposición a T aumenta la apoptosis inducida por TNF-? en 
estas células (Nheu et al., 2011). Las acciones biológicas de testosterona en células 
endoteliales son mediadas predominantemente por AR, sin embargo, algunas 
respuestas pueden ser mediadas por el receptor de estrógeno (ER) después de la 
conversión de testosterona a estradiol (Mukherjee et al., 2002).   
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     La estimulación de la proliferación endotelial en el sistema cardiovascular por 
activación del receptor de andrógenos podría contribuir a reparar el daño endotelial y 
prevenir la disfunción endotelial (Cai et al., 2011). 
 
     Así, el sistema andrógeno-receptor de andrógenos juega un importante rol en la 
homeostasis en varios órganos. Aunque el efecto dispar de los andrógenos 
masculinos sobre el endotelio cardiovascular de hombres y mujeres sigue siendo 
controversial. 
 
 
 
 
4.5 Angiogénesis  
 
 
 
     La angiogénesis es un proceso de formación de nuevos vasos sanguíneos a partir 
de endotelio pre-existente, y está sujeto a un complejo sistema de control regulado 
por factores pro-angiogénicos y anti-angiogénicos. La angiogénesis patológica es un 
factor importante en múltiples procesos como el crecimiento tumoral, retinopatía 
diabética, degeneración macular y psoriasis (Hoeben et al., 2004).  Estudios recientes 
sugieren y demuestran utilizando como modelo ratones knock-out para el AR 
(ratones ARKO), que AR es esencial para generar una revascularización o 
angiogénesis en condición de isquemia en ambos sexos por igual (Yoshida et al., 
2013). Contradictoriamente  estudios sugieren que aumenta la migración celular, 
proliferación y la producción del factor de crecimiento endotelial (EGF) en células 
masculinas y no así en femeninas, sugiriendo que existe una mayor expresion del AR 
en sujetos de sexo masculino. Por lo tanto, la respuesta de la celula endotelial ante 
ciertos androgenos depende del genero del cual provengan. Este estudio utilizó un 
modelo de cultivo primario de células endoteliales de vena de cordón umbilical 
humano (HUVECs), en presencia de DHT (Sieveking et al., 2010). 
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     Bajo esta evidencia contradictoria y utilizando distintos modelos de 
experimentación para conocer el rol de los andrógenos en células endoteliales,  que 
ha llevado a que exista controversia en la literatura respecto al rol que cumplen los 
andrógenos en las células endoteliales de sexo femenino y masculino, nos 
planteamos como interrogantes en esta unidad de investigación ¿Qué rol cumple la T 
en células endoteliales? ¿Es independiente del sexo del cual provengan?. 
 
     Bajo estos cuestionamientos, en esta unidad de investigación nos enfocamos en 
evaluar el crecimiento celular en presencia de T en cultivos primarios de HUVECs   
provenientes de sexo femenino y masculino, obtenidos del Hospital Clínico de la 
Universidad Católica de Chile, bajo el consentimiento formal de las pacientes.  
 
 
 
 
4.6 HUVECs y Biomarcadores 
 
 
 
     Las células HUVECs se caracterizan por su morfología celular poliédrica, plana y 
exhiben una organización de empedrado, semejante a la del endotelio. Este tipo 
celular tiene un mecanismo de inhibición por contacto, y su crecimiento es en 
monocapa (Chiriboga & Fontanilla, 2004). 
 
     La caracterización del modelo HUVECs es de alta relevancia, ya que de esta 
manera existe la seguridad de que el modelo biológico a utilizar es el correcto al 
momento de analizar los resultados. Esto se realiza a través de una selección de 
distintos biomarcadores para ser aplicados tanto en RT-PCR como en técnicas de 
Inmunofluorescencia (IF). Existen 3 biomarcadores utilizados en ambos métodos de 
caracterización. Estos son CD31, CD34 y vWF. 
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     CD31 es una molécula de cadena simple que contiene seis dominios similares a 
inmunoglobulina (Ig) de la subclase C2, un tramo transmembrana y una cola 
citoplasmática (Newman et al., 1990).  Se expresa en las células del compartimento 
vascular y es una molécula de adhesión celular (CAM) implicada en muchos eventos 
fisiológicos. Estos incluyen las interacciones leucocito-endotelio, la migración 
transendotelial, la adhesión entre células endoteliales y la angiogénesis (DeLisser, 
Newman, & Albelda, 1994). 
 
     CD34 es una glicoproteína transmembrana. Es considerado como un marcador 
endotelial de diagnóstico común, presente en el tallo linfohematopoyético y células 
progenitoras, células leucémicas, células endoteliales (EC), y fibroblastos 
embrionarios. Pero se sabe poco acerca de la importancia y la modulación de la 
expresión de CD34 endotelial (Muller et al., 2002). A pesar de que se informó que su 
expresión está regulada en la angiogénesis (Schlingemann et al., 1990), la función de 
la expresión de CD34 endotelial todavía espera ser aclarada. 
 
     El factor de von Willebrand (vWF) es una glicoproteína multimérica, se sintetiza 
exclusivamente en ECs y megacariocitos y se almacena en los cuerpos de Weibel-
Palade en ECs y en gránulos de las plaquetas. Su ubicación es citoplasmática (Muller 
et al., 2002)  
 
     Además de estos tres marcadores, en la caracterización por RT-PCR utilizaremos 
ICAM, el cual es una molécula de adhesión intercelular y pertenece a la superfamilia 
de inmunoglobulinas. ICAM corresponde a una molécula que se expresa en las 
membranas de los leucocitos y de las células endoteliales (Moore-Carrasco et al., 
2011). También se utilizará como marcador el factor de crecimiento endotelial 
vascular (VEGFA) ya que es uno de los principales factores angiogénicos. Este se 
une al menos a tres receptores de tipo tirosina quinasa y a una proteína de membrana 
llamada neuropilina. La señal transmitida por estos receptores es capaz de fosforilar 
ciertas proteínas en las ECs (Castilla et al., 2004). Por último, como un control 
positivo o marcador de referencia se utilizará GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato 
deshidrogenasa), el cual está presente en todos los tipos celulares donde ocurren 
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procesos de glicólisis, puesto que es un gen que transcribe para una enzima 
involucrada en los mecanismos de oxidación de aldehídos.  
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5. HIPÓTESIS 
 
 
 
“Testosterona aumenta la proliferacin de aldehídos. s endoteliales humanas 
independiente del sexo del que provengana u 
 
 
6. OBJETIVO GENERAL 
 
 
 
     Analizar el efecto biológico de testosterona en la modulación de la proliferación 
de células endoteliales de vena umbilical humana, obtenidas de recién nacidos de 
sexo masculino y femenino. 
 
 
 
 
7. OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 
 
 
7.1 Caracterizar cultivos primarios de HUVECs obtenidas de reciles de vena 
umbilical humanao y femenin. 
 
7.2 Evaluar los efectos de la testosterona en la proliferacion celular de HUVECs 
obtenidas de recién nacidos de sexo masculino y femenino. 
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8. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
 
8.1: Tipo de estudio. 
 
 
     Estudio de tipo experimental a traves de modelo in vitro de HUVECs, preclínico 
y longitudinal en donde se utilizaron variantes de estudios como la estimulación por 
testosterona, analizados por días de tratamiento. 
 
 
8.2: Lugar de realización.                                                                               	  
 
Pontificía Universidad Católica de Chile Alameda N°340, Región Metropolitana, 
Chile. Facultad de Ciencias Biológicas, Departamento de Fisiología, Quinto piso, 
Laboratorio del Dr. Alejandro Godoy.  
   
 
8.3 Muestra: Definición, criterios de inclusión y exclusión, método de selección. 
 
     Nuestra muestra corresponde a células endoteliales de cordón umbilical.  El 
cordón umbilical se extiende desde el ombligo fetal hacia la cara fetal de la placenta, 
es una estructura gris, blanda que comunica al feto con la madre; tiene una longitud 
promedio de 50 cm aproximados que puede variar entre 30-70 cm; diámetro de 1.5-2 
cm. El endotelio es una estructura del sistema vascular, su arquitectura histológica 
corresponde a un epitelio simple plano de células. En un adulto, el endotelio se 
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compone de aproximadamente 1 × 1013 células que forman casi un Kg en peso 
"órgano". El endotelio vascular es versátil y multifuncional y tiene muchas 
propiedades sintéticas y metabólicas, incluyendo la regulación de la trombosis y la 
trombolisis, la adhesión de plaquetas, la modulación del tono vascular y el flujo 
sanguíneo, y la regulación de las respuestas inmunes e inflamatorias mediante el 
control de interacciones entre leucocitos, monocitos y linfocitos con la pared del 
vaso. Las perturbaciones de la estructura y la función endotelial también pueden dar 
lugar a estados patológicos. La aterosclerosis, la disfunción hemostática, y la 
respuesta inflamatoria e inmune alterada son ejemplos de situaciones en las que la 
célula endotelial juega un papel crítico (Sumpio, Riley, & Dardik, 2002), por lo cual 
para muchos tipos de estudio se utiliza el aislamiento de estas célula provenientes de 
cordones umbilicales humanos, para proyecciones futuras de estudio. La obtención 
de éstas células se puede dar de manera comercial o usando un protocolo de 
extracción de células endoteliales del tejido umbilical.  
 
     En este trabajo se incluyeron solamente cordones de pacientes que no presentaban 
alguna patología asociada y se excluyeron a los pacientes con algún tipo de 
patología, como por ejemplo diabetes gestacional, preeclamsia y/u obesidad. 
 
 
 
 
8.4: Definición de variables a estudiar. 
 
 
 
8.4.1 Identificación de marcadores endoteliales para caracterizar el tipo de células en 
estudio. Para esto utilizamos marcadores conocidos en la literatura actual y los 
caracterizamos a través de las técnicas de inmunocitoquímica y RT-PCR. Eso se 
realizó para las células obtenidas tanto de cordones de sexo masculino como 
femenino caracterizando de este modo, la muestra a utilizar en este estudio (Godoy et 
al., 2011). 
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8.4.2 Medición de crecimiento endotelial, a través de conteo en placa de 24 pocillos 
(2cm2). Las células fueron sembradas en pocillos que contenían medio completo 
(medio con hormonas), se realizó un conteo por método de exclusión de tripán en un 
transcurso de ocho días. Se analizó por separado las células provenientes de cordones 
de sexo femenino y masculino, para así verificar viabilidad celular por día, haciendo 
un conteo de células vivas y muertas (cámara de Neubauer) (método según protocolo 
de laboratorio) (Godoy et al, 2008). 
 
8.4.3 Medición de crecimiento endotelial con testosterona, a través de conteo en 
placa de 24 pocillos (2cm2) que contenía medio sin hormona (control) y medio con 
testosterona (10 nM)  para evaluar crecimiento endotelial. Se realizó conteo por 
método de exclusión de tripán por ocho días para verificar viabilidad celular, 
haciendo conteo de células vivas y muertas (cámara Neubauer) (Nheu et al., 2011) 
(método según protocolo de laboratorio). 
 
 
 
8.5 Metodología Empleada, recolección de información. 
 
 
8.5.1 Consentimiento informado, certificado de bioetica PUC y Acta de 
aprobacion etica FONDECYT. 
 
 
     Se adjuntan todos los consentimientos y certificado respectivos relacionados con 
el uso de muestras biológicas humanas. 
	   23	  
 
	   24	  
 
	   25	  
 
	   26	  
 
	   27	  
 
	   28	  
 
 
 
 
 
	   29	  
8.5.2 Reactivos. 
 
 
 
     Medios de cultivo Human Endothelial SFM (Gibco); Penicilina (Invitrogen); 
Estreptomicina (Invitrogen); Fungizona; EGF (Factor de crecimiento endotelial) 
(Sigma Aldrich - E9640); Suero fetal bovino (Gibco); colagenasa tipo IV (17104-019 
Gibco); Gelatina (Sigma-G1890); Tripsina (Invitrogen); trizol (Life Technologies); 
Anticuerpos anti Monoclonal Mouse- CD31 Clon JC70A, -CD34 class II, Clon 
QBEnd- 10, -FvW clon F8/86 (Dako); Anticuerpo policlonal Anti-Mouse 
Inmunoglobulins/HRP (Dako); Anticuerpo anti especie CD31, CD34, FvW - Alexa 
Fluor 594 (Life Technologies); Triton x-100 (winkler); Fluoromont (Invitrogen); 
Azul de tripán (Invitrogen); Agarosa (Winkler Ltda); Hematoxilina (Cell Marque); 
Histomount (Invitrogen); Liquid DAB mas sustrato (Dako-K3468); GoTaq felix 
DNA Polymerase (Promega); RQ1 RNase-Free DNase (Promega); RNasin Plus 
RNase Inhibitor (Promega); Deoxynucleotide Triphosphates (dNTPs)(Promega); 
Random Primers (Promega); MMLV (Promega); gel red (Biotium), Charcoal-
Stripped (Gibco); Testosterona (Sigma). 
 
 
 
 
 
8.5.3 Aislamiento y cultivo de HUVECs. 
 
      
 
     Las células fueron aisladas a partir de muestras biológicas de cordones 
umbilicales obtenidos del Hospital Clínico de la Universidad Católica de Chile, de 
acuerdo con los Reglamentos del Comité de Ética para la Investigación Científica de 
la Universidad. Las células se extrajeron de cordones umbilicales provenientes de 
recién nacidos de sexo masculino y femenino, con el respectivo consentimiento 
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informado de los padres para la utilización de este tejido (Fig. 3). Los cordones 
umbilicales fueron guardados en recipientes con buffer PBS al 1% por un máximo de 
6 horas hasta su utilización, sin separación entre cordón y placenta (tejido completo). 
Antes de la extracción celular, el tejido debe ser lavado con buffer PBS (1%, 4°C). 
Se realizó un lavado con buffer PBS al interior del cordón para así eliminar cualquier 
tipo de coagulo sanguíneo que irrumpa en la utilización del medio enzimático por el 
largo de la vena umbilical. La extracción de HUVECs se realizó por acción 
enzimática de colagenasa IV (Gibco) (1%, 0,25 mg /ml en medio M199). La vena 
umbilical humana fue amarrada de un extremo para así impedir la salida del medio 
enzimático.  
 
     El tejido se debió masajear y golpear suavemente con el extremo posterior de una 
pinza, para así soltar de manera física las células endoteliales. El cordón fue 
colocado en una placa Petri en una estufa de incubación de 10 a 15 minutos entre 36 
y 38°C. 
  
     Luego de 15 minutos en incubación, el contenido del cordón umbilical se depositó 
en un tubo falcon de 15 ml, y se centrifugó a 1600 rpm por 10 minutos. El pellet se 
resuspendió en 5 ml de medio endotelial humano (HEM, 37°C) (Gibco). Las células 
fueron cultivadas en gelatina al 1% en medio de cultivo HEM a 37°C (Human 
Endothelial Medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino, 10 µg/µl de EGF 
(endotelial growth factor) (Sigma Aldrich - E9640), PEN/STR 1X (Invitrogen), 
ciprofloxacino 1X y fungizona 2,5 ug/ml. Todos los cultivos celulares utilizados 
fueron manipulados bajo campana de bioseguridad e incubadas en estufa a 37° C con 
90 % de humedad en atmosfera de 5% CO2. Las células fueron extendidas en placas 
Petri en la medida que iban alcanzando 70 a 80% de confluencia. Cuando se 
alcanzaba la confluencia máxima y para evitar inhibición por contacto, se 
expandieron estas células en otras placas Petri utilizando el protocolo de tripsina 
(1ml de tripsina/EDTA 0,25% por 5 minutos a 37°C) y siguiendo el mismo protocolo 
anteriormente nombrado. 
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Figura 3. Aislamiento y cultivo de HUVECs 
A. separación del cordón umbilical de su extremo placentario. B. ubicación de la 
vena umbilical. C y D. incubación con colagenasa. E y F. obtención de pellet por 
centrifugación. 
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8.5.4 Extracción de RNA.  
 
 
 
     El RNA fue extraído agregando 1ml de TRIZOL (Invitrogen) a cada placa con 
HUVECs, se realizó un posterior barrido de las placas que contenían HUVECs para 
así extraer todas las células que sufrieron degradación de las membranas plasmáticas. 
El pellet de RNA se resuspendió en 50 ?L de agua libre de nucleasas y se cuantificó 
a 260 nm. El contenido de las placas se congeló a -20°C hasta su utilización (la 
extracción se realizó bajo protocolo de fabricante). Posteriormente se realizó 
cuantificación de RNA agregando 1 µl de RNA a cada pocillo del método de EPOC 
(Bio-Tek). 
 
  
 
8.5.5 Transcripción Inversa para PCR                                                        
      
 
     El RNA obtenido se trató previamente con DNAasa para eliminar los remanentes 
de DNA presentes en la muestra. Para ello, se utilizaron 2,3 µg de RNA, buffer RQ1 
1X (Promega), DNAasa RQ1 1U (Promega) y agua libre de nucleadas estéril 
suficiente para completar 10 µL de volumen total (5.7 ul). El tratamiento con 
DNAasa stop solution (EDTA) fue realizado 1 h a 37°C. Para detener la reacción se 
agregó 1 µL de RQ1 DNAasa Stop buffer (Promega) y se incubó a 65°C por 10 min 
(Termociclador Axygen). La síntesis de cDNA se realizó utilizando 1 µg de RNA 
tratado con DNAasa, 1 U de RNAsin, 8,4 µL de agua libre de nucleasa estéril 
(Winkler), M-MLV buffer de reacción 1X (Promega), 0,04 µg/µL random primer 
(Promega), 2mM dNTP y 10 U transcriptasa reversa MMLV (Promega). La reacción 
se incubó 1 h a 37°C y 15 min a 70°C para la inactivación de la enzima. 
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8.5.6 Caracterización de HUVECs mediante RT-PCR.  
 
 
 
     Se efectuó a partir de RNA de HUVECs (utilizando TRIZOL) con partidores 
específicos para evaluar expresión de RNA mensajero de CD31, CD34, factor de von 
Willebrant (marcadores de células endoteliales), ICAM, VEGFA y GAPDH como 
gen control (Tabla 1) (Godoy et al, 2008). La amplificación de cDNA se realizó a 
partir del RNA extraído, utilizando para ello la enzima MMLV, la cual tiene 
actividad de transcriptasa reversa. Esta enzima es una DNA polimerasa RNA 
dependiente, puede sintetizar la hebra de DNA complementaria con un templado de 
RNA o DNA de cadena simple. Esta enzima fue purificada de E. coli  a través de un 
clon recombinante del virus de la leucemia murina (M-MLV) (Kotewicz, M., 
D'Alessio, 1985). La ausencia de actividad RNAasa facilita la síntesis de largas 
cadenas de cDNAs. La amplificación del cDNA con su partidor específico se realizó 
en un termociclador (Axygen-Maxygen) y las temperaturas fueron utilizadas en 
gradiente de temperatura media en la cual la amplificación del partidor se da de 
manera eficaz (según protocolo fabricante). Los ciclos utilizados fueron un total de 
32 ciclos. 
 
     Se utilizó para aquello 1 µl de cDNA como templado para la reacción con la 
enzima GoTaq Flexi polimerasa (Invitrogen), la cual contenía 200 mM de cada 
partidor (Tabla 1). Los productos amplificados fueron visualizados en geles de 
agarosa al 2% que contenía diluido 2.5 ul de gel red (biotium). Las bandas 
correspondientes fueron visualizadas en un transiluminador UV. El gen GAPDH fue 
utilizado como control y se utilizó marcador de peso  para DNA en escala de 100 pb 
(winkler). 
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TABLA 1. Secuencias partidores utilizados para RT-PCR 
	  
Partidores 
Utilizados 
Secuencia 5´- 3´ Tm 
Tamaño 
Producto 
(pb) 
GAPDH (control) 
Fw: GTCTTCACCACCATGGAGAAG 
60°C 205 pb 
Rv: CAAAGTTGTCATGGATGACCTTGG 
CD34 
Fw: CCAGCTGTGCGGAGTTTAAG 
60°C 399 pb 
Rv: AATAAGGGTCTTCGCCCAGC 
CD31 
Fw: ATGATGCCCAGTTTGAGGTC 
60°C 172 pb 
Rv: ACGTCTTCAGTGGGGTTGTC 
Factor Von 
Willenbrand 
Fw: TGCTGTGACACATGTGAGGA 
59°C 401 pb 
Rv: AGAAGGGCACAAGAGCAGAA 
VEGFA 
Fw: AGAAGGAGGAGGGCAGAATC 
62°C 301 pb 
Rv: GCATTCACATTTGTTGTGCTG 
ICAM 
Fw: GAACATAGGTCTCTGGCCTCAC 
62°C 312 pb 
Rv: ATTGTGAACACTGGCAGAAATG 
 
 
 
 
8.5.7 Caracterización de HUVECs por medio de Inmunofluorescencia. 
 
 
 
     Con el fin de caracterizar HUVECs se utilizó la técnica de inmunofluoresencia 
(IF). Como paso previo, se realizó la validación de anticuerpos por 
inmunohistoquímica utilizando cortes histológicos de riñón y próstata fijados en 
formalina e incluidos en parafina. Se realizó marcación a través de anticuerpos 
monoclonales de ratón antihumanos CD31, CD34 y factor von Willebrant (Dako), y 
revelado a través de kit de diaminobenzidina (Dako). Para inmunofluoresencia las 
células extraídas de sexo femenino y masculino fueron sembradas en covers, y 
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fijadas en paraformaldehído al 4% (Sigma Aldrich) por 30 minutos y lavadas 
posteriormente con buffer Tris 1X. Las células fueron permeabilizadas con Tritón x-
100 (winkler) en Tris (winkler) HCL por 15 minutos, posterior a este paso fueron 
bloqueados los sitios inespecíficos con BSA/TRIS (winkler) 3%. Las células 
endoteliales fueron sembradas en covers de vidrio en una placa de 24 pocillos 
(microwell) incubadas con anticuerpos monoclonales para las proteínas CD31, CD34 
y factor von Willebrant (Dako) durante 12 horas. Las diluciones estandarizadas 
según la validación realizada fueron 1:20 para CD31, 1:25 para CD34 y 1:30 para 
factor von Willebrant. Se utilizó el anticuerpo secundario (goat anti-mouse) ALEXA 
FLUOR 498 (Life technologies) (1:200) acoplado a un fluorocromo. Los tiempos de 
incubación fueron de 2 horas en oscuridad. Dicha visualización se realizó en 
microscopio de epifluorescencia. 
 
 
 
 
8.5.8 Análisis de Doubling Time. 
 
 
 
     Se requirió para este experimento placas confluentes de HUVECs en un 50%. Las 
placas fueron lavadas con PBS 1X y luego fue aplicado 1 ml de tripsina (Invitrogen) 
por 5 min a 37°C. La acción de la tripsina (Invitrogen) fue neutralizada con 2 ml de 
medio completo (SFM (Gibco), suplementado con PEN/Strp 1X (Invitrogen), 
Fungizona, EGF (Gibco), y Suero fetal bovino al 10% (Gibco). Se depositó el 
contenido en un tubo falcon de 15 ml y se centrifugó a 1500 rpm por 5 minutos. Se 
extrajo el sobrenadante y se dejó  2 ml de de contenido dentro del tubo, el contenido 
se homogenizó y se realizó conteo celular en cámara Neubauer. Una vez realizado el 
conteo se determinó número de células por ml. A cada pocillo multiwell de 24 
pocillos (TPP TISSUE CULTURE) se agregó una cantidad de 200, 500, 1000, 2000, 
6000 y 7000 células para ambos sexos. Se realizó conteo a las 24, 48, 72 y 96 horas 
utilizando método de viabilidad de azul de tripán. 
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8.5.9 Análisis de proliferación por método de exclusión de azul tripán.  
 
 
     A partir de estimación por Doubling time, se utilizó para este análisis 6000 ECs 
plaqueadas en microwell de 24 pocillos (2cm2) en triplicado, para sexo femenino y 
masculino. A cada pocillo se agregaron 200 ul de medio completo. Se analizó el 
crecimiento celular control por 8 días a través del método de exclusión de azul de 
tripán (Gibco) realizando conteo celular con cámara Neubauer.   
 
 
8.5.10 Análisis de proliferación en presencia de Andrógeno. 
 
 
     Se utilizó para este experimento Testosterona (T, 10nM) (Sigma) como solución 
stock, en etanol absoluto (Merck). Previo a realizar los tratamientos con andrógenos, 
se sembraron 6.000 células  en una placa de 24 pocillos (2cm2). Posteriormente, se 
realizó un tratamiento previo para adaptación de las células a las placas con medio de 
cultivo Human Endothelial Medium (SFM, Gibco), suplementado 10% Suero Fetal 
Bovino, Pen/Strp 1x, y factor de crecimiento endotelial (EGF, Sigma) 10 µg/mL por 
24 horas. Finalmente se realizaron los tratamientos con andrógeno; Condición 
Control sin testosterona (OH), Testosterona 10nM y SFM suplementado con SFB 
Charcoal Stripped como Control por 24 y 48 horas respectivamente. El tratamiento 
celular con andrógenos se realizó en triplicado en células endoteliales provenientes 
de cordón umbilical masculino y femenino. 
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8.6 Método estadístico de análisis de la información. 
 
 
 
     Los resultados obtenidos se analizaron con el programa Graphpad 6 Prism, 
utilizando la prueba t de Student. Las diferencias se consideraron estadísticamente 
significativas cuando P <0,05. 
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9. RESULTADOS 
 
 
 
9.1 Caracterización de HUVECs en cultivo 
 
 
 
     El modelo de estudio en esta investigación fueron las células endoteliales de vena 
umbilical humana. Se utilizaron cordones de ambos sexos, provenientes de partos 
normales y sin patologías asociadas. Para este objetivo se consideró una muestra de 
sexo femenino y una de sexo masculino (n=2). Estas se clasificaron según protocolo 
de enumeración establecido por el laboratorio como: C9F (cordón N° 9 femenino) y 
C10M (cordón N° 10 masculino). Las células fueron cultivadas en las condiciones 
mencionadas anteriormente y para los experimentos se utilizaron en una confluencia 
no mayor a 80%. En la Fig. 4 se aprecia una monocapa homogénea de células 
alargadas y poligonales estrechamente unidas entre sí, con bordes irregulares, un 
núcleo oval y centralmente localizado. De esta manera, confirmamos que esta 
morfología es la que corresponde a las células endoteliales previamente descrita en la 
literatura (Chiriboga & Fontanilla, 2004). 
 
 
 
9.2 Caracterización de HUVECs mediante RT-PCR 
 
 
 
 
     Para la caracterización de nuestros cultivos, se estudió la presencia de marcadores 
de células endoteliales conocidos. Se utilizó la técnica de RT-PCR con un panel de 5 
marcadores (CD31, CD34, vWF, ICAM y VEGFA) para la caracterización y 
GAPDH como gen control (housekeeping) (Godoy et al., 2008). Esto se  realizó 
tanto para las células masculinas (C10M), como para las femeninas (C9F) (Fig. 5). 
Se observó la expresión de todos los marcadores con excepción de CD34, tanto en 
las células provenientes de cordones masculinos como femeninos. La falta de 
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expresión de CD34, se puede explicar atribuyendo a que existe una regulación 
negativa de este marcador cuando se analiza en células en cultivo previamente 
expuestas a factores de crecimiento que alteran su estabilidad (Siemerink et al., 
2012). 
 
 
 
9.3 Caracterización de HUVECs mediante IF 
 
 
 
     Previo a la caracterización mediante inmunofluorescencia se validaron los 
anticuerpos a usar. Se probaron los anticuerpos monoclonales de ratón antihumano 
CD31, CD34 y vWF (Pusztaszeri, Seelentag, & Bosman, 2006) en próstata y riñón 
(ambos tejidos humanos) (Fig. 6). Se analizó la positividad de las células endoteliales 
ubicadas en los vasos sanguíneos de estos tejidos corroborando su efectividad en la 
dilución utilizada. Como puede observarse en la Fig. 6 se identificaron los vasos 
sanguíneos correspondientes a los tejidos estudiados (flechas) para luego visualizar 
las células endoteliales a mayor aumento (puntas de flechas) con una clara 
positividad para el inmunomarcaje. 
 
     Utilizando la técnica de inmunofluorescencia para los marcadores antes descritos 
logramos confirmar la presencia mayoritaria de células endoteliales en nuestro 
cultivo primario (Fig. 7). Esto se realizó a partir de las muestras C9F y C10M. Se 
observa un porcentaje de un 100% de células endoteliales en los cultivos de 
HUVECs obtenidas de cordones femeninos y masculinos, considerando los 
marcadores estudiados. 
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9.4 Análisis de proliferación 
 
 
 
 
     El crecimiento celular se determinó mediante conteo en cámara de Neubauer con 
el método de exclusión por azul de tripán, considerando como células viables 
aquellas que no eran teñidas por el colorante. El resultado obtenido se muestra en la 
Fig. 8, en la cual se observa una fase inicial de crecimiento lento (día 1), para luego 
entrar en una fase de crecimiento logarítmico (días 2-5) y finalmente terminar con un 
periodo de latencia (días 6-8). No se observan diferencias entre el crecimiento de las 
células masculinas y femeninas. 
 
 
 
9.5 Análisis de presencia del AR en HUVECs	  
 
 
 
     La presencia del receptor de andrógenos en las células en cultivo se analizó 
mediante la técnica de RT-PCR convencional. Se utilizó como control positivo la 
línea celular LNCaP y el normalizador GAPDH. En la Fig. 9 se observa la 
amplificación del mensajero del receptor en dos cultivos de  HUVECs,  uno obtenido 
de un cordón femenino (C9F) y otro de uno masculino (C10M), confirmando la 
presencia del receptor en células provenientes de ambos sexos. 
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9.6 Análisis de proliferación de HUVECs femeninas y masculinas en presencia 
de Testosterona  
 
 
 
     La proliferación de HUVECs obtenidas de cordón femenino (C9F) pasaje III y 
masculino (C10M) pasaje III, se analizó en presencia del andrógeno testosterona (T). 
En la Fig. 10 se observa que el  crecimiento de las células en presencia de T fue 
significativamente mayor  en ambos sexos comparadas con su control que creció solo 
en presencia del vehículo (etanol). 
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9.7 FIGURAS 
 
 
 
Figura 4. Imágenes de HUVECs en cultivo 
Microfotografías de contraste de fase de HUVECs a distintas magnificaciones 
obtenidas mediante microscopía de contraste de fase. A y B: células provenientes de 
cordón femenino (C9F); C y D: células provenientes de cordón masculino (C10M); 
A y C: magnificación 10X; B y D: magnificación 40X. Barra de escala: 30 ?m. 
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Figura 5. Caracterización de HUVECs mediante RT-PCR. 
Expresión de marcadores para células endoteliales mediante RT-PCR. a) Células 
endoteliales provenientes de sexo femenino (C9F) pasaje III; b) Células endoteliales 
provenientes de sexo masculino (C10M) pasaje I. Pesos moleculares esperados al 
inferior de cada banda. Se utilizó un marcador de peso molecular de 100 pares de 
bases (pb). 
 
 
 
 
  
 
 
 
	   44	  
 
Figura 6. Validación de anticuerpos para células endoteliales. 
Tinción inmunohistoquímica positiva para marcadores de células endoteliales en 
vasos sanguíneos (flechas) y células endoteliales (puntas de flechas) de riñón y 
próstata. A y B: CD31; C y D: CD34; E y F: vWF. Barra de escala: 30 ?m.  
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Figura 7. Caracterización de HUVECs mediante Inmunofluorescencia. 
Tinción inmunofluorescente positiva para marcadores de células endoteliales en A: 
células provenientes de sexo femenino (C9F) pasaje II ; B: para sexo masculino 
(C10M) pasaje II. Barra de escala: 30 ?m.  
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Figura 8. Análisis de crecimiento celular	  
Doubling time HUVECs: 24 horas. El gráfico muestra el recuento celular utilizando 
el  método de exclusión por azul de tripán. Cada punto muestra la cantidad de células 
vivas en un curso temporal de ocho días en condiciones de cultivo normales. Todos 
los recuentos se realizaron en triplicado. No se observaron diferencias significativas 
entre las células obtenidas de cordones femeninos (círculos llenos) y las masculinas 
(círculos vacíos). n=3. 
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Figura 9. Presencia de AR en HUVECs de sexo femenino y masculino. 
 
Expresión del mensajero de AR (195 pb) y control positivo GAPDH (205 pb). En el 
primer carril se ubica el marcador de peso; segundo carril: expresión del mensajero 
AR de HUVECs femenina; tercer carril: control positivo; cuarto carril: expresión del 
mensajero de AR en HUVECs masculina; quinto carril: control positivo; sexto carril: 
expresión del mensajero de AR en LNCaP; séptimo carril: control positivo; octavo 
carril: control negativo.  
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       A 
 
       
 
       B 
 
 
Figura 10. Curvas de crecimiento celular en HUVECs ante la presencia de T. 
La figura muestra el recuento de células vivas  mediante el método de azul de tripán. 
Todos los recuentos se hicieron en por triplicado durante un periodo de ocho días, en 
las condiciones de cultivo anteriormente explicadas. A: células femeninas; B: células 
masculinas. n=3, p < 0,05, analizado estadísticamente por t Student.  
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10. DISCUSIÓN	  
 
 
 
 
10.1 Caracterización de HUVECs	  
 
 
 
 
     En la presente unidad de investigación en el procedimiento de caracterización de 
nuestro modelo biológico HUVECs a través de RT-PCR, se demuestra que esta 
célula presenta expresión en ambos géneros de todos los marcadores endoteliales 
tales como, CD31, vWF, ICAM, VEGFA y GAPDH como control positivo. Pero la 
expresión del marcador CD34, en células de sexo femenino fue negativa, y en células 
de sexo masculino se observó una señal muy débil de expresión (Fig. 5). Igualmente 
en la técnica de IF, se observó una inmunomarcación más débil de CD34, en 
comparación con CD31 en células del mismo género. Por lo tanto, este resultado es 
una de las controversias que nacen en esta investigación, ya que siendo CD34 un 
marcador endotelial, la expresión esperada era positiva. En relación a esta 
controversia, existe un estudio que ha profundizado en  la expresión heterogénea de 
CD34 en HUVECs (Siemerink et al., 2012). En este estudio se observó que las 
células HUVECs recién aisladas son CD34-positivas, sin embargo, los autores 
demostraron que esta expresión se va perdiendo o disminuyendo a medida las células 
son cultivadas y van pasando a distintos pasajes forzando su ingreso al ciclo celular 
(Siemerink et al., 2012).  Por lo tanto, la expresión CD34-negativo que se obtuvo 
pudo ser consecuencia de que los cultivos celulares utilizados para realizar el RT-
PCR, provenían de distintos pasajes. Las HUVECs de sexo femenino eran de pasaje 
III, y las provenientes de sexo masculino correspondían a pasaje I. 
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10.2 Proliferación de HUVECs en presencia de Testosterona	  
 
  
 
 
     Se realizó esta curva de proliferación de HUVECs en presencia de T, con su 
respectivo control negativo en ausencia de este andrógeno. Los resultados esperados 
según nuestra hipótesis deberían corresponder a observar un aumento en el 
crecimiento celular ante la presencia de T en HUVECs de ambos sexos. Según  
estudios previos se planteaba que la respuesta ante los andrógenos era distinta según 
el  género del cual provenían las ECs, sugiriendo que AR se expresaba en mayor 
cantidad en sexo masculino que en sexo femenino. Por lo tanto, estos sugerían una 
respuesta sexo dependiente de la célula endotelial frente a ciertos andrógenos, como 
por ejemplo testosterona (Sieveking et al., 2010). En contraste con este estudio, y 
fundamentando nuestra investigación, otros autores plantearon que en la  vasculatura 
en condicion de isquemia, es escencial la presencia de AR para generar una 
revascularizacion, y que la vasculatura responde de manera independiente del género 
(Yoshida et al., 2013). Esto podría confirmar nuestros resultados, pero la limitante de 
este estudio se relaciona con el modelo de estudio que utilizaron (ratones ARKO). 
Por lo tanto, nuestra investigación utilizando el modelo HUVECs, contradice al 
primer autor y respalda a través de un modelo biológico humano, al segundo autor, 
indicando que la testosterona modula el crecimiento de las células endoteliales de 
una manera independiente de sexo, y probablemente mediado por la activación de 
AR (Fig.11).  
 
     También a través de la caracterización de HUVECs de ambos géneros, podemos 
confirmar que ambos sexos expresan AR, contradiciendo de esta manera los estudios 
de Sieveking y col., que sugerían una expresión disminuida o nula de AR en células 
provenientes de sexo femenino (Fig. 9). 
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10.2 Crecimiento celular en ausencia de Testosterona. 
 
 
 
     En la curva de crecimiento de HUVECs (Fig. 10), se observó que no solo 
aumenta el crecimiento en presencia de T, sino que el control utilizado en ausencia 
de andrógeno también presenta un crecimiento endotelial en ambos géneros. Este 
control solo presenta el vehículo, en este caso etanol. Por lo tanto, esto nos hace 
sugerir que el crecimiento de las ECs no solo es dependiente de la presencia de T u 
otro andrógeno, sino que también puede existir un mecanismo externo independiente 
de andrógenos que estimule el crecimiento de las ECs en ambos sexos. También 
podemos asociar esta respuesta a que el medio utilizado en el control posee una 
inactivación de las hormonas, pero existe presencia de EGF, causando algún proceso 
de activación de crecimiento endotelial. Actualmente en la literatura no existen 
estudios asociados con este resultado obtenido. 
 
 
10.3 Crecimiento de HUVECs femeninas 
 
 
También fue observado un crecimiento endotelial logarítmico en células femeninas 
similar al crecimiento de células masculinas cuando fue realizado el tratamiento con 
testosterona. Algunos autores anteriormente han demostrado la presencia de 
aromatasa citocromo p450 en HUVECs que participa en el proceso de la conversión 
de testosterona a estradiol (Tapan K. Mukherjee, et al, 2011). Por lo tanto, las células 
endoteliales femeninas a través de este proceso, podrían activar su vía de 
crecimiento. Autores también han descrito que este proceso de producción de 
estradiol a partir de testosterona, también sucede en células endoteliales masculinas 
(Campelo, 2012).	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11. CONCLUSIÓN  	  
 
 
 
 
     Podemos concluir según los resultados obtenidos en esta unidad de investigación  
que “T activa y acelera la proliferación de células endoteliales humanas 
independientemente del sexo del cual provengan”. Esto se correlaciona también con 
la presencia observada del receptor de andrógenos en ambos sexos, por lo que 
tratamientos mediante este andrógeno (y/o sus derivados) tendrían un efecto en 
células endoteliales femeninas y masculinas, abriendo así la posibilidad de ampliar el 
horizonte farmacológico a terapias que consideren a los andrógenos como agentes 
que aumentan la proliferación de células endoteliales, ya sea en procesos de 
angiogénesis u otros. Consideramos también que no solo testosterona puede estar 
involucrada en estos procesos, si no también otras hormonas tales como DHT y 
DHEA.  
 
     Sin embargo desconocemos las vías a través de las cuales la T logra este efecto 
sobre las células endoteliales. Es necesario continuar este estudio a través de la 
identificación de estas vías y su desarrollo ante la presencia de diferentes andrógenos 
ya sean adrenales o sexuales. 
 
     Por lo tanto, es necesario ampliar este estudio utilizando el mismo modelo 
biológico ante la presencia de otros andrógenos, para así evaluar su posible rol 
fisiológico funcional que nos permita dilucidar si es que el resultado obtenido en este 
estudio se extiende a otros andrógenos y/o metabolitos involucrados en el desarrollo 
de caracteres sexuales secundarios, ya sean estos sexuales o adrenales. 
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